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Resumo:

A terapia génica, o tratamento ou prevencao de doengas por transferéncia de material genético, €
considerada por muitos como uma revolucdo na medicina actual. Apds 20 anos de investigagao,
a Terapia Génica comeca a aparecer como uma realidade. O uso da terapia génica no tratamento
de doencas comegou a ganhar credibilidade em 1990 quando se realizou o primeiro ensaio
clinico, usando retrovirus para o tratamento de SCID, uma imunodificiéncia de origem
hereditaria. Apos alguns reveses os avangos da tecnologia permitiram desenvolver ferramentas
mais seguras e eficientes demonstrandodo sucesso no tratamento de SCID. Em Novembro de
2012 foi aprovado pela a entidade regulatéria EMA a comercializagdo do primeiro biofarmaco
para terapia génica, Alipogene Tiparvec (Glybera®), para o tratamento da uma doenca rara, a
deficiéncia na lipoproteina lipase (LPLD).

A tranferéncia de material genético nas células do paciente pode ser realizada utilizando
diferentes métodos sendo que, os vectores virais apresentam geralmente uma elevada eficiéncia.
Destes, os vectores lentivirais (LV) sdo uma ferramenta poderosa para transferéncia génica em
células de mamifero, sendo cada vez mais utilizados em ensaios clinicos de terapia génica.
Capazes de transduzir células em ndo-divisao e apresentando padrdes de integragdo preferiveis,
os lentivirus tém vindo a substituir os retrovirus derivados de Virus da Leucemia Murina
(MLYV). Sao também o vector viral de escolha para a manipulagdo de células estaminais em
investigacdo e terapia celular devido a sua elevada resisténcia aos efeitos de silenciamento
transcricional que ocorre em células estaminais pluripotentes.

Para que possam ser eficientemente usados em terapia humana, os lentivirus tém de ser
facilmente produzidos e cumprir restricdes apertadas de seguranca influenciadas quer pelo
design das sequéncias de empacotamento quer pela linha celular produtora. Apesar do seu
elevado potencial os vectores lentivirais apresentam obstaculos a sua utilizagdo em larga escala
sobretudo devido a citotoxicidade indutora de apoptose de alguns dos components virais.
Embora existam correntemente sistemas para a a producgdo destes vectores mas, apresentam ou
dificuldades operacionais de produgdo a grande escala ou de seguranca para o paciente. Este
estagio de mestrado visa a a elucidacdo da citoxicidade dos componentes virais e a criagdo de
uma nova linha celular de empacotamento para a produgao constitutiva de LV minimizando ou
eliminando essa tocixidade. Para tal recorrer-se-a biologia molecular e engenharia celular de
modo redesenhar o vector lentiviral e as células de empacotamento.

Este trabalho enquadra-se no ambito do projecto FCT (CHIMERA-PTDC/EBB-
BIO/118621/2010).

Metodologias: Cultura de células animais, manipulacdo de vectores lentivirais, clonagem de
plasmideos, real-time RT-PCR, citometria de fluxo, biologia molecular, analiticos varios.
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Plano detalhado:

Fase I - Aprendizagem das técnicas de manipulagdo de células animais: trabalho em
esterilidade, propagacdo de células, contagem de células, congelamento e descongelamento de
células. Leitura bibliografica sobre o trabalho.

Fase II - Aprendizagem das técnicas especificas & manipulagdo de vectores lentivirais: cultura
de células produtoras e produgdo de lentivirus em ¢-flask (cultura em monocamada),
quantificagdo de particulas virais totais e infecciosas. Caracterizagdo do crescimento celular e
produtividade viral. Analise dos virus por citometria de fluxo, RT-PCR, Nanosight, western-
blot, ELISA.

Fase III: Aprendizagem das técnicas especificas de biologia molecular e construgdo e producao
de vectores de expressdo necessarios a realizagdo do trabalho. Transfecgdo de células de
mamifero e engenharia celular.

Fase VI — Caracterizagdo e comparagdo de varias linhas celulares de mamifero (293, MDCK,
Vero, Agel) e analise da citoxicidade e apoptose induzida pelos componentes lentivirais.
Analise mRNA e proteinas celulares. Ensaios de citoxicidade. Desenvolvimento de linhas
produtoras de lentivirus, sua caracterizagao e analise dos vectores virais produzidos.

Fase V — Elaboragio da Tese de Mestrado.

Duracio do estagio: 1 ano a tempo inteiro.

Planeamento das Fases de Estagio

Meés

Fase I

Fase Il

Fase II1

Fase IV

Fase V

Numero de estagiarios: 1*
*A escolha do Mestrando para o estagio sera realizada através de entrevista.




